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RESUMEN
La morfología de los leucocitos de la sangre del pez Colossoma macropomum fue descrita mediante la 
observación directa por microscopía de luz. Se utilizaron tinciones citoquímicas específicas para la detección 
de glucógeno, lípidos, y proteínas y de la enzima mieloperoxidasa. En frotis sanguíneo se observaron seis tipos 
de leucocitos: trombocitos, granulocitos tipos I y II, basófilos, eosinófilos, linfocitos, monocitos y plasmocitos o 
células inmaduras. Los trombocitos presentan diferentes morfologías y fueron los leucocitos más abundantes (48%), 
seguidos de los linfocitos (19%) y de los granulocitos tipo I (18%). Los linfocitos y trombocitos fueron negativos 
para las tinciones citoquímicas. Los granulocitos tipo I son células esféricas (8-10 µm), con núcleo excéntrico y 
citoplasma con finas granulaciones distribuidas homogéneamente. Estas células presentaron reacción positiva para 
mieloperoxidasa, tincción con ácido periódico-Schiff (PAS) y negro amida. Los granulocitos tipo II son células 
grandes (10-12 µm) con núcleo compacto, excéntrico, con citoplasma de aspecto esponjoso y  fueron positivas 
para PAS. Los monocitos y basófilos representaron 0-2% del total de células. Se observaron células inmaduras 
o plasmocitos en una proporción de 2%. Se concluye que C. macropomum presenta los tipos celulares descritos 
para otros teleósteos y los granulocitos tipo I son los leucocitos primarios en la defensa inmune de esta especie.
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ABSTRACT
Leucocytes morphology in the blood of fish Colossoma macropomum was described by direct light microscopy 
observations. Specific citochemical stains were used for detection of glycogen, lipids, proteins, and the enzyme 
mieloperoxidase. Six kinds of white blood cells were observed in blood smear: thrombocytes, granulocytes type I 
and II, basophils, eosinophils, lymphocytes, monocytes and plasmocytes or immature cells. Thrombocytes showed 
different morphologies and they were the most abundant leucocytes (48%), followed by lymphocytess (19%) 
and granulocytes type I (18%). Both, lymphocytes and thrombocytes were negative to citochemical stains. The 
granulocytes type I are round cells (8-10 µm) with eccentric nucleus. These cells were positive to mieloperoxidase, 
periodic acid-Shiff stain (PAS) and black amide stains. Granulocytes type II are long-sized spherical cells (10-12 
µm), with compact eccentric nucleus, irregular foamy cytoplasm and were positive to PAS stain. Monocytes and 
bosophils were observed and they represented 0-2% of total cells. Immature cells o plasmocytes were observed 
in a proportion of 2%. It is concluded that C. macropomum showed similar kind of leukocytes observed in other 
teleosts, and the granulocytes type I are the primary leukocytes of the immune defense of this species.
Key words: Lymphocytes, granulocytes, Colossoma, morphology.
INTRODUCCIÓN
El conocimiento de la morfología y de los tipos 
celulares predominantes en los diferentes estadios de 
desarrollo de los peces, asociado a las evaluaciones 
hematológicas es de gran utilidad  en acuicultura porque 
ayuda a las evaluaciones del estado de salud de estos 
organismos ya que estas células forman parte del sistema 
inmune del pez.
La clasificación de los leucocitos en peces ha sido 
difícil de estandarizar debido a que se han empleado 
criterios propios de la morfología de células sanguíneas 
humanas; esta heterogeneidad en la clasificación de 
la morfología leucocitaria pisciana ha conducido a 
confusiones cuando se trata de comparar los resultados 
de diferentes estudios. De manera general, en peces se 
describen seis tipos de leucocitos los cuales varían su 
porcentaje dependiendo de la especie y de las condiciones 
fisiológicas del pez (Stachura y Traver 2011).
La cachama o tambaqui Colossoma macropomum 
Cuvier, 1818 es una de las especies duclceacuícolas 
con mayor potencial de cultivo en Venezuela. Este 
pez pertenece a la familia Charicidae, se encuentra 
en aguas con rangos de temperaturas de 23-30°C; son 
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omnívoros, con tendencia a frugívoros-herbívoros y 
buenos consumidores de semillas (Arias y Vásquez 
1998). La cachama presenta alta docilidad y rusticidad 
al manejo en cautiverio; y es de fácil adaptación a 
condiciones limnológicas desfavorables por períodos 
no prolongados. Se encuentra distribuido en toda 
Sudamérica, desde la cuenca del río Orinoco hasta la 
cuenca del Amazonas. En Venezuela, está localizada 
en los ríos Guanare, Apure, Caroní, Portuguesa y 
Orinoco donde forma parte del potencial pesquero de 
la zona (Machado 1992). En este trabajo se presenta 
una descripción de la morfología celular de leucocitos 
de sangre periférica de ejemplares de C. macropomum 
provenientes de su medio natural con la caracterización 
citoquímica de las células descritas.
MATERIALES Y MÉTODOS
Muestra Poblacional
Se utilizaron para este estudio 30 ejemplares de 
cachamas capturadas de la laguna de Caigual, Tucupita, 
estado Delta Amacuro, Venezuela cuyas medidas 
oscilaron entre 16,7 y 25,16 cm con pesos comprendidos 
entre 250-300 g. Los ejemplares analizados presentaron 
características morfológicas externas de peces sanos. 
Las muestras sanguíneas se tomaron 24 horas después 
de la captura mediante punción de la vena caudal a 
nivel del arco hemal, utilizando jeringas desechables 
de 3 mL previamente impregnadas con heparina sódica 
comercial (1000 U.I/mL).
Los extendidos se realizaron utilizando el método 
del extendido según Lynch et al. (1977). Las láminas se 
observaron al microscopio óptico con objetivo de 40X y 
100X. Exceptuando las coloraciones de Wright-Giemsa 
y Hematoxilina–Eosina, todas las demás coloraciones 
fueron modificadas y adaptadas para la especie. Las 
modificaciones están incluidas en los protocolos de 
coloración. Los elementos celulares se identificaron 
utilizando criterios citológicos definidos por Conroy 
(1988) para el salmón del atlántico Salmo salar.
Método de coloración de Wright-Giemsa
Se fijó el extendido en metanol absoluto durante 5 
minutos y se secó nuevamente al aire. Luego se cubrió 
el extendido con colorante de Giemsa y se dejó actuar 
durante 4 minutos. Después se agregaron 30 gotas de 
agua destilada tamponada (pH 6,4) se mezcló y se dejó 
actuar por 6 minutos. Se lavó posteriormente con agua 
corriente y se secó al aire.
Reacción de ácido peryódico de Schiff, PAS (Prophet 
et al. 1995) 
Esta reacción colorea de rojo purpura al glucógeno 
en el citoplasma de la célula. El extendido se fijó con 
metanol 10 minutos, luego se lavó brevemente con 
agua destilada, cubriéndose con la solución de ácido 
peryódico 10 minutos, nuevamente se lavó con agua 
destilada, se dejó secar antes de añadir el reactivo de 
Schiff (30 minutos), después de este tiempo, se lavó 
con agua corriente tres veces, y se coloreó con azul de 
metileno 5 minutos, se lavó y dejó secar.
Método de tinción con Negro de Sudan B (Lison 1960)
Esta coloración se utiliza en la demostración 
histoquímica de gránulos neutrófilos en los extendidos 
de sangre o medula ósea. Los lípidos incluyendo las 
grasas neutras y los esteroles quedan teñidos de color 
marrón y de esa manera pueden ponerse de manifiesto 
en los neutrófilos y células mieloides.
El extendido se colocó brevemente en la solución 
fijadora (etanol-formol), luego se lavó con agua destilada 
y se dejó secar. Se tiñó durante 30 minutos con la 
solución colorante Negro de Sudan B (Sigma-Aldrich) 
escurriéndose y lavándose seguidamente con etanol, 
finalmente se efectuó una coloración de contraste con el 
colorante de Giemsa.
Método de coloración de mieloperoxidasa (Kaplow 
1965)
A través de esta coloración se logra la visualización 
de gránulos peroxidasa positivo presente en el 
citoplasma los cuales se tiñen de color azul negruzco. 
Los extendidos recién preparados fueron procesados de 
la siguiente manera: se cubrió el frotis con una solución 
de sulfato de cobre pentahidratado al 0,5% durante 
20 segundos y se eliminó el exceso de líquido. Paso 
seguido se agregó una solución con base en bencidina 
al 0,1% y peróxido de hidrogeno al 3% (recién filtrado) 
y se dejó actuar por 20 minutos eliminándose luego el 
exceso de líquido para finalmente colorear el extendido 
con safranina al 1% durante 4 minutos. El citoplasma se 
observa coloreado de rosa intenso.
Método de coloración de proteínas con negro amido 
Los lugares donde se encuentran las proteínas 
básicas se colorean de azul intenso. La reacción es 
positiva en todas las proteínas de la serie mieloide, 
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aumenta paralelamente con la maduración eritroblástica 
y disminuye en la granulocítica, cuyos elementos 
maduros, los granulocitos, son casi negativos; es leve 
en la megacariocítica y prácticamente negativa en la 
linfocítica (Moura et al. 1998).
Se cubrió el extendido por 3 minutos con el reactivo 
puro (SIGMA-Amido black staining solution, 2x 
concentrado) lapso en el que se produjo la fijación. 
Se agregó igual cantidad de agua destilada soplando 
suavemente con una pipeta durante 5 minutos para 
luego lavar con agua corriente. 
Método de tinción con hematoxilina-eosina
El extendido se cubrió con hematoxilina durante 
5 minutos, luego se lavó con agua corriente por 10 
minutos y después con agua destilada, seguidamente se 
agregó eosina por 5 minutos, se lavó con agua corriente 
y luego con agua destilada durante 5 minutos, luego de 
la coloración se deshidrató en una batería de alcoholes 
(etanol) de 70% , 96% y alcohol absoluto durante 3 
minutos, luego se aclaró con xilol por 10 minutos 
para finalmente cubrirlo con una gota de fijador.
RESULTADOS
Se observaron seis tipos de leucocitos en C. 
macropomum estos fueron: células granulares: 
granulocitos tipo I,  granulocitos tipo II y basófilos 
y células agranulares monocitos-macrófagos, 
trombocitos y linfocitos. En la Tabla 1 se presentan 
las características citoquímicas observadas en estas 
células.
Tinción
Célula
PAS Negro de Sudan Mieloperoxidasa Negro amido
Trombocitos Negativo Negativo Negativo Negativo
Granulocito I Positivo Negativo Positivo Positivo
Granulocito II Positivo Negativo Negativo Negativo
Linfoc grand Negativo Negativo Negativo Negativo
Linfoc peq Negativo Negativo Negativo Negativo
Monocitos                   Negativo Negativo Negativo Negativo
Eosinofilos Positivo Negativo Negativo Negativo
Tabla 1. Características citoquímicas de las células leucocitarias de C. macropomum.
Si se incluyen los trombocitos en el contaje total de 
leucocitos, ellos representarían el 48% del total de células 
seguidas por los linfocitos (19%) y los granulocitos 
tipo I (18%). El resto de las células son los monocitos-
macrófagos (7%), granulocitos tipo II (5%) y por 
último los basófilos y plasmocitos o células inmaduras 
en un porcentaje de 0-2%. Los trombocitos mostraron 
diferentes morfologías, las formas predominantes fueron 
fusiformes y redondeadas, algunos presentaron núcleo 
arriñonado, el tamaño de estas células fue entre 5 y 7 µm 
de largo (Fig. 1), los trombocitos fueron negativos para 
todas las tinciones probadas (Tabla 1).
Los linfocitos pueden observarse en tamaños que 
oscilan entre 5-8 µm de diámetro, en algunos casos con 
prolongaciones citoplasmáticas indicando que están 
activados (Fig. 2), estas células dieron negativas para 
todas las tinciones (Tabla 1).
Figura 1. Morfología celular de trombocitos observados en sangre de C. macropomum. Coloración Wrigth-Giemsa. 400X. 
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Figura 2. Linfocitos observados en sangre de C. macropomum. 1. 
Linfocito grande. 2. Linfocito activado. Coloración hematoxilina-
eosina. 400X.
Los granulocitos tipo I (también reportados en la 
literatura como granulocitos heterófilos, granulocitos 
acidófilos y neutrófilos) son los leucocitos granulares 
más abundantes, se muestran, en general, como 
células esféricas de 8-10 µm de diámetro, con núcleo 
excéntrico, el citoplasma presenta finas granulaciones 
distribuidas homogéneamente y se colorea de azul claro 
a rosado pálido con Wright-Giemsa con gránulos finos 
de color azul claro. El citoplasma se tiñe de rojo con 
hematoxilina-eosina. Las formas inmaduras de estas 
células se observan con citoplasma irregular y núcleo 
excéntrico y laxo, representaron el 8% del total de 
granulocitos tipo I (Fig. 3A y 3B); las formas maduras 
se observan redondeadas con tamaño de 8-10 µm con 
núcleo excéntrico de forma redondeada o arriñonada 
(granulocitos jóvenes, representaron el 90% del total de 
granulocitos tipo I observados en sangre), el otro 2% se 
observaron como células maduras con núcleo dividido 
en lóbulos (Fig. 3C y 3D). Los granulocitos tipo I de 
sangre presentaron tinción positiva para PAS, negro 
amido y mieloperoxidasa y negativa para negro Sudán 
(Tabla 1). 
Se observó un tipo de granulocitos con núcleo 
excéntrico y compacto, de 10-12 µm de diámetro y 
citoplasma esponjoso; estos granulocitos presentaron 
tinción positiva para PAS pero negativa para el resto 
de las coloraciones empleadas (Fig. 4A; Tabla 1). Los 
plasmocitos o células inmaduras tienen un tamaño 
entre 12 y 16 µm, núcleo prominente y laxo y gránulos 
azurófilos en el citoplasma que en algunas células cubren 
todo el núcleo y presentaron diferentes morfologías 
probablemente relacionadas con la serie que representan; 
esta morfología está en concordancia con el grado de 
maduración en que se encuentran (Fig. 4B-D). 
Los monocitos-macrófagos algunas veces 
presentaron pseudopodias, tienen un tamaño entre 8 y 
10 µm y núcleo excéntrico algunas veces arriñonado, 
citoplasma con bordes irregulares (Fig. 5). Los basófilos 
presentaron forma redondeada, con gránulos azul 
intenso y de 6-8 µm de tamaño (Fig. 6). Estas células 
resultaron negativas para las tinciones citoquímicas 
(Tabla 1).
Figura 3. A. Morfología de los granulocitos tipo I observados en 
sangre periférica de C. macropomum. A-B: granulocitos inmaduros, 
A: mielocito, B: metamielocito, C: granulocitos juveniles, D: 
granulocito maduro, B: coloración Wright-Giemsa; A, C y D: 
coloración Hematoxilina-Eosina. 400X.
Figura 4. Morfología  granulocitos tipo II. A. Plasmocitos-basófilos 
B-D: observados en sangre periférica de C. macropomum.  Coloración 
Wright-Giemsa. 400X.
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Figura 5. Diferentes morfologías observadas en los monocitos-
macrófagos en sangre de C. macropomum. Tinción Wright-Giemsa, 
400X.
Figura 6. Basófilo observado en sangre de C. macropomum. Tinción 
Wright-Giemsa, 400X. 
DISCUSIÓN
El pez C. macropomum proveniente del medio 
natural presentó leucocitos característicos de las 
series granulares y agranulares, con variaciones en la 
morfología debido a diferentes estadios de maduración 
en que se encuentran estas células. La presencia de 
leucocitos en diferentes estadios de maduración en 
sangre periférica de peces ha sido reportado para el 
teleósteo marino D. labrax L. (Esteban et al. 2000) y 
para el puye G. maculatus (Jaramillo 2005).
Las líneas celulares fueron: granulocitos tipo I 
y II, basófilos, monocitos-macrófagos, linfocitos y 
trombocitos; también se observaron plasmocitos o células 
inmaduras. Estos seis tipos celulares han sido descritos 
en otras especies de teleósteos de esta familia (Tavares-
Dias et al. 2003) y de manera general con pequeñas 
variaciones, se han descritos para otros teleósteos tanto 
marinos como dulceacuícolas (Tavares-Dias et al. 2003, 
Silveira-Coffigny et al. 2005, Galeano et al. 2010).
A diferencia de los resultados de este estudio, 
Tavares-Dias et al. (1999) en una evaluación de los tipos 
celulares en esta especie mantenida en condiciones de 
cultivo, no reportaron la presencia de basófilos ni de 
plasmocitos o células inmaduras, lo que sugiere que las 
condiciones de cultivo pueden incidir en las variaciones 
en los tipos celulares observados. E igualmente pueden 
incidir en el porcentaje de estas células. Así mismo 
estos autores señalan que los granulocitos tipo I 
(neutrófilos) fueron las células más abundantes seguido 
de los linfocitos; tal y como se observó en este estudio. 
Tanto los granulocitos como los linfocitos mostraron 
variaciones debido al estrés por captura y por cambios 
ambientales esto probablemente explique las diferencias; 
sin embargo existe coincidencia en que después de los 
trombocitos, los linfocitos y granulocitos tipo I son las 
células más frecuentes en C. macropomum. 
Los trombocitos fueron los leucocitos más 
abundantes (48%) encontrados en C. macropomum, se 
han incluido en el contaje diferencial de células debido 
a que existen evidencias de que pueden remover restos 
de células circulantes por fagocitosis por lo que en 
peces estas células probablemente jueguen un papel 
importante en el sistema inmune (Tavares-Dias et al. 
2007). Los trombocitos de cachama presentan diferentes 
morfologías tal y como han sido descritos en otras 
especies de peces dulceacuícolas (Veiga et al. 2000, 
Ranzani- Paiva et al. 2003).
Los granulocitos tipo I pueden ser considerados los 
leucocitos primarios en la respuesta inmune inespecífica 
de los peces, estas células presentaron reacción positiva 
para PAS, proteínas y mieloperoxidasa indicativo de una 
gran actividad molecular; la mieloperoxidasa en una 
enzima presente en los neutrófilos de mamíferos y forma 
parte de los mecanismos primarios de defensa molecular. 
La presencia de glucógeno en leucocitos de peces está 
íntimamente ligada al abastecimiento de energía para 
la realización de fagocitosis (Crowhurst et al. 2002). 
Evaluaciones moleculares de estas células en el pez cebra 
Danio renio indican que ellas presentan una función 
equivalente a la de neutrófilos en mamíferos (Graham et 
al. 2000); en la familia Ciprinidae los heterófilos se les 
ha encontrado implicados en procesos de inflamación 
aguda y de actividad de defensa antibacterial (Verburg-
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Van et al. 1996).
La presencia de células con morfología como la 
observada para los granulocitos tipo II parece ser un 
rasgo característicos de otras especies de teleósteos de 
la familita Charadicidae tales como P. mesopotamicus y 
B. cephalus pero no se han reportado para B. hilarrii, ni 
para S. affinis (Tavares-Dias et al. 2003, Atencio-García 
et al. 2007). Tavares-Dias et al. (1999) las reportan para 
C. macropomum y las denominan células granulocitas 
especiales PAS positiva. Además, células con morfología 
semejante a granulocitos tipo II han sido observadas en 
peces de otras familias como en el pez cebra Danio renio 
(Ciprinidae) aunque los autores les han denominado 
eosinófilos (Graham et al. 2001) y también han sido 
reportadas en el pez Sorobin cuspicadus (Pimelodidade) 
pero en este caso se les ha confundido con macrófagos 
(Correa et al. 2009). Algunos autores consideran que 
estas células pudiesen ser las precursoras evolutivas de 
los mastocitos y otros consideran que pudiesen tener una 
función combinada eosinófilo/mastocitos (Graham et al. 
2000, Bainton 2001); sin embargo el rol fisiológico de 
las mismas no está claro por lo que se requiere análisis 
preciso del patrón de genes y estudios funcionales que 
puedan ayudar a entender la función de las mismas. 
La presencia de linfocitos grandes y pequeños es un 
rasgos característicos de este tipo de células en peces 
teleósteos tal y como se ha reportado en S. maxillosus 
(Ranzani Paiva et al. 2003), R. quelen (Tavares-Diaz 
2002) y para S. affinis (Atencio-García et al. 2007). Los 
linfocitos son las células implicadas en la inmunidad 
específica y en peces son sensibles a la presencia de 
contaminantes y a cambios físicos en el ambiente. Los 
granulocitos basófilos son células que se observan muy 
raramente en sangre periférica, han sido descritas en 
riñón e hígado de C. macropomum expuesta a paraquat 
(Salazar-Lugo et al. 2009).  Estas células tienen una 
activa participación en la respuesta inmunitaria, a través 
de la liberación de histamina y serotonina en bajas 
concentraciones. La observación de células activadas 
en los frotis de las cachamas provenientes de su medio 
natural sugiere un sistema inmune funcional y robusto, 
requisito indispensable para la supervivencia.
CONCLUSIONES
La distintas morfologías de los leucocitos presentes 
en la sangre periférica del pez C. macropomum son 
equivalentes a las características celulares descritas 
para teleósteos evaluados en condiciones ambientales 
normales y aparentemente saludables. Los leucocitos 
granulocitos tipo I presentaron reacción positiva para 
PAS, negro amido y mieloperoxidasa. Los granulocitos 
tipo II y los eosinófilos presentaron reacción positiva 
para PAS, el resto de los leucocitos resultaron negativos 
para las tinciones citoquímicas.
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